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NOUVEAUX SUBSTRATS CHROMOGENES ET LEUR 
UTILISATION POUR LE DOSAGE DE L'ACTIVITE DE 
CARBOXYPEPTiDASES. 



La presente invention est relative a des composes chromogenes et leur utilisation 
pour le dosage d'enzymes de la famille des carboxypeptidases N, et des 
carboxypeptidases U. Elle vise plus specifiquement I'utilisation desdits composes 
pour le dosage de I'activite du TAFI (Thrombin Activatable Fibrinolysis Inhibitor) 
dans un echantillon sanguin et la methode de dosage correspondante. 

Les carboxypeptidases (CP) constituent un groupe d'enzymes au sein de la famille 
des exopeptidases. Ce sont des enzymes qui coupent les liaisons amide des 
chaines polypeptidiques au niveau du dernier acide amine COOH-terminal. Elles 
comprennent les serine carboxypeptidases, les cysteine carboxypeptidases et les 
metallocarboxypeptidases. 

De nombreuses carboxypeptidases ont ete isolees et sequencees, chez les 
bacteries, les levures et les vegetaux. Ces enzymes sont egalement presentes 
dans un grand nombre de tissus chez les mammiferes. 

Des carboxypeptidases ont notamment ete isolees au niveau du prancreas et 
dans des mastocytes. D'autres carboxypeptidases circulantes dans le plasma ont 
egalement ete donees, isolees et sequencees. 

Toutes ces enzymes ont un role IN VIVO dependant a la fois de leur localisation et 
de leurs proprietes physiques. Ainsi les carboxypeptidases se classent 
differemment selon leur specificite de substrat. Les carboxypeptidases A ont un 
spectre relativement large : elles hydrolysent la liaison peptidique C-terminale du 
dernier acide amine preferentiellement s'il est hydrophobe (Phe, Leu, Val, Ala). 
Elles hydrolysent plus lentement les acides amines dicarboxyliques (Asp, Glu) 
ainsi que la glycine (Gly), et n'hydrolysent pas du tout les acides amines basiques 
tels que I'arginine (Arg), la lysine (Lys), I'histidine (His) ou I'ornithine (Orn), un 



2 

homologue inferieur de la lysine, ni les acides amines secondares tels que ia 
proline (Pro) ou I'hydroxyproline (Hyp). 

Les carboxypeptidases B hydrolysent specifiquement les derniers acides amines 
5 basiques C-terminaux, tels que Arg, Lys. Cette classe d'enzymes se subdivise en 
sous-classes constitutes par les carboxypeptidases H (egalement denommee 
encephaline convertase ou carboxypeptidase E), M, N et U. 

La carboxypeptidase E a ete localisee dans les granules secretaires des Tlots 
10 pancreatiques, les glandes surrenales et pituitaires, et le cerveau. La 
carboxypeptidase M est une enzyme membranaire presente dans de nombreux 
tissus et cellules en culture. 

La carboxypeptidase N (designee parfois ci-apres CPN) est une enzyme 
15 circulante dans le plasma. Elle protege I'organisme contre I'effet vasoactif et 
inflammatoire de peptides contenant un acide amine basique C-terminal (de 
preference une lysine), iiberes dans la circulation. Cette enzyme existe sous sa 
forme active dans le sang. Elle est egalement denommee kininase du fait de ses 
substrats naturels qui sont la bradykinine, les kinines, les anaphylatoxines. 

20 

Enfin, les carboxypeptidases U (unstable) (designes parfois ci-apres CPN) sont 
des enzymes qui hydrolysent egalement les acides amines basiques C-terminaux, 
avec une preference pour les arginines, mais qui, contrairement aux 
carboxypeptidases N, sont tres instables lorsqu'elles se trouvent sous leur forme 
25 activee. 

Une revue generale recente sur les enzymes de la famille des carboxypeptidases 
a ete realisee par BOUMA et at. (1). 

30 Le TAFI est une metallocarboxypeptidase a zinc basique (1-4). C'est plus 
precisement une carboxypeptidase U, car son activite est instable a 37° C. Cette 
enzyme, dont TADNc et la sequence d'acides amines correspondante chez 
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I'homme sont par exemple decrits dans ie brevet US 5,206.161, est une proteine 
plasmatique dont le role dans la regulation de la fibrinolyse a ete initialement 
envisage a partir de I'observation IN VITRO d'un retard de la lyse du caiiiot en 
presence de TAFI active. 

5 

Le TAFI clive les residus arginine et lysine exposes en position COOH-terminale 
sur la fibrine en cours de degradation. Cette hydrolyse conduit a une diminution du 
nombre de sites de fixation du plasminogene et du tPA a la surface du caillot de 
fibrine, et done une diminution de la transformation du plasminogene en plasmine 
10 parletPA. 

Le TAFI a ete successivement identifie sous le nom de procarboxypeptidase B 
(pro-PCPB) puis de procarboxypeptidase instable (proCPU Unstable 
Procarboxypeptidase) et procarboxypeptidase R (CPR), du fait d'une activite 
15 carboxypeptidasique sur les residus arginine. La forme zymogene est une 
glycoproteine a chaTne unique de 60 KDa synthetisee dans le foie et circulante 
dans le plasma. 

Le clivage du zymogene est realise par la thrombine au niveau du site arg 92. 

20 Cette proteolyse libere un peptide N-terminal de 92 acides amines contenant 
plusieurs sites de glycosylation. L'action catalytique de la thrombine sur le TAFI 
est considerablement augmentee par la thrombomoduline en presence d'ions 
divalents. La vitesse d'activation du TAFI catalysee par la thrombine est ainsi 
accrue plus de 1000 fois du fait de la formation d'un complexe ternaire avec la 

25 thrombomoduline. 

Le TAFI active (TAFIa) est constitue par le domaine catalytique C-terminal du 
zymogene et comporte 309 acides amines. 

30 Du fait de son role clef dans les mecanismes de regulation du processus de la 
fibrinolyse, il s'est rapidement avere utile de pouvoir mesurer la quantite de TAFI 
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active constitutionnel et de TAFI activable present dans ie plasma dans differents 
etats pathologiques. 

Plusieurs methodes de dosage de l'activite de diverses carboxypeptidases 
5 utilisant des substrats specifiques ont ete decrites dans I'etat de Part. 

Ainsi, WOLFF et al. (5) ont compare ies performances des substrats synthetiques 
Hip-Arg, Hip-Lys, Hip-Om sur Ies carboxypeptidases B pancreatiques purifiees par 
chromatographie en mesurant Ies differences d'absorption en UV. 

10 

En 1970, S. SUZUKI et al. (6) ont ameliore la detection du produit d'hydrolyse en 
derivatisant la benzoylglycine liberee par le reactif TT (2, 4, 6 Trichloro-5-Triazin). 
Cette derivation operait specifiquement sur le CH 2 de la glycine en a d'une 
15 fonction acide libre uniquement. Ce derive devient jaune vif (longueur d'onde 
maximale a 382 nm). 

Cette methode de developpement de coloration jaune sur Ies restes Hippuryl a 
largement ete utilisee par de nombreux auteurs par la suite. 

20 

En 1972, K. LORENTZ et al. (7) ont utilise une reaction de coloration de I'arginine 
liberee cette fois par action des carboxypeptidases B sur un substrat Hip-Arg en 
utilisant la p-benzoquinone comme reactif. De cette maniere, le derive colore a 
une longueur d'onde maximale a 480 nm. 

25 

En 1980, Th. H. Plummer et al. (8) ont utilise un substrat synthetique : le 
Furylacryloyl-Ala-Lys pour quantifier Ies carboxypeptidases N, la lecture se faisant 
a 324 nm (proche UV mais non visible). 



30 En 1985, G.H. Fischer et al. (9) ont utilise un substrat fluorescent par dansylation 
N-terminale d'un peptide specifique de la carboxypeptidase a doser. Ce dosage 
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necessitait une etape d'extraction des produits d'hydrolyse pour une bonne 
separation des especes avant lecture. 

En 1986, H. SARUTA et ai. ont determine par une methode colorimetrique, 
5 I'activite de la carboxypeptidase A (10). Ceux-ci ont utilise une enzyme specifique : 
THippuricase" pour hydrolyser le derive hippuricyl lui-meme obtenu par hydrolyse 
du substrat hydroxy-hippuricyl-Phg par la CPA. Cette reaction etait revelee 
finalement par le 4-Aminoantipyrine pour donner un colorant quinoneimide 
absorbant a 505 nm. 

10 

En 1998, NAM JOO HONG et al. ont utilise un substrat synthetique avec un 
analogue de I'arginine, le thiaarginine pour doser les CPB (1 1 ). 
Toutefois, les methodes colorimetriques decrites ci-dessus soit n'ont jamais ete 
utilisees pour doser specifiquement I'activite enzymatique de CPN ou CPU, 
15 notamment le TAFI, soit presentent certains inconvenients incompatibles avec un 
test de dosage simple et efficace de ce type d'enzyme par colorimetrie. 

En effet, selon les cas consideres : 

20 - soit la reaction de derivatisation aboutissant a un produit colore n'est pas 
specifique des especes liberees lors de rhydrolyse, 

- soit les reactifs de derivatisation sont tres toxiques et ne peuvent pas etre 
utilises a I'echelle industrielle, 

- soit la methode de revelation coloree est trop longue et contraignante et ne 
25 peut etre automatisee aisement. 

En 1996, W.L. Mock et al. ont decrit une methode de dosage d'une endoprotease 
a zinc extracellulaire d'origine bacterienne, la thermolysine, a I'aide de substrats 
synthetiques se decolorant sous Taction de rhydrolyse enzymatique (12). Pour ce 
30 faire, les auteurs ont synthetise des composes dipeptidiques constitues d'un 
residu leucine portant un groupement N-(4-methoxyphenylazoformyl) greffe au 



niveau de la fonction amine, et d'un autre acide amine neutre (Leu, Ala, Phe ou 
Gly). 



^incorporation du groupement arazoformyl donne lieu a un compose fortement 
5 colore. En presence de la thermolysine, la molecule de colorant se rearrange 
pendant la reaction chimique d'hydrolyse selon un mecanisme bien decrit dans (12 
- 13), donnant naissance a des produits non colores (fragment anizole, N 2 , C0 2 et 
acide amine). II est done aise de suivre la velocite de Penzyme par la vitesse de 
decoloration du milieu. 

10 

Les memes auteurs ont egalement decrit une methode cinetique de dosage par 
spectrophotometrie basee sur le meme principe que la precedente pour la 
carboxypeptidase A (13) et la carboxypeptidase B porcine pancreatique (14). 

15 Dans ce cas, les composes utilises etaient constitues d'un seul acide amine connu 
pour etre dive par la carboxypeptidase A (Phe, Leu) ou la carboxypeptidase B 
(Lys), portant un groupement N-arazoformyl. Le clivage enzymatique de ces 
composes en produits non colores, etait suivi par mesure de la decroissance de 
coloration du milieu. 

20 

Partant de ces enseignements, les auteurs de la presente invention ont synthetise 
de nouveaux composes colores pour doser par methode colorimetrique Pactivite 
de carboxypeptidases N, ou de carboxypeptidases U, et plus particulierement, 
Pactivite du TAFI. 

25 

Selon un premier aspect, la presente invention a done pour objet de nouveaux 
composes, constituant des substrats de carboxypeptidase N ou U, et plus 
particulierement des substrats du TAFI active. Ces composes sont des substrats 
chromogenes. 

30 

Les composes de Pinvention sont caracterises en ce qu'il s'agit des composes 
arazoformyl de formule generate (I) suivante : 
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O R 3 



O 



If 




OH 



dans laquelle : 



A = 




ou 




ou 




ou 




ou 
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- R1 , R2 = H, -CH 3l -CH(CH 3 ) 2 , -OCH 3 , -CI, -CF 3 , -OCF 3 , -SCH 3 

- R 3 = un radical d'acide amine hydrolysable par une carboxypeptidase A. 

10 - R 4 = un radical d'acide amine basique. 

Plus particulierement, R 3 est choisi parmi les radicaux d'acides amines 
hydrophobes tels que : 

- la phenylalanine R 3 = — CH 2 — ft y 



- I'alanine R 3 = -CH 3 

15 

- la valine R 3 = -CH-(CH 3 ) 2 

- la leucine R 3 = -CH 2 -CH-(CH 3 ) 2 
20 - I'isoleucine R 3 = -CH-CH 2 -CH 3 




CH 3 
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- la phenylglycine R3- 



O 



R4 est plus precisement choisi parmi les radicaux d'acides amines tels que : 

NH 

-I'arginine R 4 =— (CH 2 ) 3 -NH-(f 

N NH 2 

- la lysine (R4 = -(CH 2 ) 4 -NH 2 ) 

- I'ornithine Ri=— (CH 2 ) 3 - NH 2 

De preference, R 3 represente la phenylalanine, et R4 I'arginine ou la lysine. 
R1 est de preference choisi parmi : 
-H et -CH 3 , et, 

R 2 de preference choisi parmi : 
-CH 3 et -O-CH3 

Une famille preferee de composes selon invention est representee par la formule 



generate : 




dans laquelle : 



- A - 



- R«. R. - -H. ~CH 3 , (OI 3 ),; CH-, CH 3 -0-,C!-,-CF 2 

5 - R 3 = un radical d'acide amine hydroiysable par une carboxypeptidase A. 

- R 4 = un radical d'acide amine basique. 

R 3 represente preferentiellement la phenylalanine, et, 

10 

R 4 represente preferentiellement I'arginine ou la lysine. 
Ri est de preference choisi parmi : 
15 -H et-CH 3 , et, 

R 2 de preference choisi parmi : 
-CH 3 et -0-CH 3 

20 

Un compose particulierement prefere de la famiile de la presente invention est un 
compose de formule (!) dans laquelle : 



- A = 




25 



iedit compose etant choisi au seh du groups constitue par ies comooses suivants, 
C3HS !esciL-e:s : 
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■H 



NH 

v 



CH 3(2) . R 2 =-CH 3 , 3) . R 3 -CH^) R^CH^NH-C? 



NH 



NH 



_ H R 2 =-0-CH 3 R 3 _CH ? -/^ R 4 =-(CH 2 )3-NH-<^ 

_ H R 2 =-0-CH 3 r 3 =_CH 2 -/ _ A R 4 — (CH 2 ) 4 -NH 2 



NH 

-CI R 2 =-CH 3 R 3 — CHrJ % R 4 =- (CH 2 ) 3 - NH-< 




NH- 



NH 



R2= —O-C-F R ^_ CHr _/ \ R 4 =-(CH 2 ) 3 -NH-C^ 

__ / NH 2 



* les chiffres entre parentheses determinant la position des groupements methyl 
sur le radical phenyl. 

L' invention concerne en particulier, dans le cadre des definitions donnees ci- 
dessus, chaque compose repondant a la formule (I) et resultant des combinaisons 
possibles des groupements A, R1, R2, R3 et R4 dont il a ete donne une definition 
preferee ci-dessus. 



Dans ce qui suit, les composes ainsi definis seront indifferemment denommes 
"composes de formule (I)" ou "substrats de formule (I)". 
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Selon un deuxieme aspect, la presente invention a pour objet une methode de 
dosage colorimetrique de I'activite d'une carboxypeptidase N, ou de preference de 
I'activite d'une CPU, dans un echantillon biologique dans taquelle : 

- on met en contact ledit echantillon avec un compose chromogene de formule (I) 
tel que defini ci-dessus, et une enzyme de la famille des carboxypeptidases A, 
dans des conditions permettant I'hydrolyse de I'echantilion et, 

- on determine I'hydrolyse dudit compose de formule (I) par la CPN ou la CPU de 
I'echantilion par la mesure de la decroissance de sa coloration (correspondant a 
une diminution de I'absorption ) a une longueur d'onde selectionnee a partir du 
spectre d'absorption dudit compose. 

La diminution de la coloration resulte de la double hydrolyse du substrat de 
formule (I) par les carboxypeptidases N ou U de I'echantilion d'une part, par la 
carboxypeptidase A d'autre part. 

La methode selon la presente invention est de preference realisee a ('aide d'un 
compose de formule (I) dans lequel I'acide amine hydrophobe est la 
phenylalanine, et I'acide amine basique est I'arginine ou la lysine. 

La methode de ('invention est preferentiellement realisee a I'aide d'un compose de 
formule (I) dans laquelle Ri est choisi parmi -H et -CH 3 et R 2 parmi -CH 3 et 
-O-CH3. 

La methode de la presente invention est avantageusement realisee avec la famille 
de composes de formule (I) dans laquelle : 
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Plus particulierement le compose de formuie (I) utilise est un compose 
phenylazoformyl dans iequel : 



A = <L 



R 2 A V 

5 

ledit compose etant choisi au sein du groupe constitue par les composes suivants, 
dans iesquels : 



NH 



Ri=-CH 3(2) . R 2 =-CH 3(3) , R 3 ^ C H 2 -f ^> R 4 =-(CH 2 ) 3 -NH-Cf 




NH 



2 



R,=-CH 3 (2) . R 2 =-CH 3 (4) , R 3"^ CHt \_ / R 4 =- (CH 2 ) 3 -NH-Cf 



R1 — CH3 (2) . R 2 =-CH 3 (sj . R 3=^ CH ^\^y R 4 =- (CH 2 ) 3 -NH-Cf 



NH 2 
NH 



NH 2 
NH 



NH : 



r 1= _H R 2 =-0-CH 3 r 3= -CH 2 -^ ^ R 4 =- (CH 2 ) 3 - NH-Cf 

R 1= -H R 2 =-0-CH 3 R 3 ^_CH^f^> R 4 =— (CH 2 ) 4 -NH 2 

NH 




R1=— CI R 2 =-CH 3 



R 3 =— CHe-/ \ R 4 — (CH 2 ) 3 - NH- cf 

\ — / X NH ; 



NH 

Rl= -H R 2= — O-C-F R ^_ QH2 _J \ R 4= _ (C H 2 ) 3 _NH-Cf 



F \ — / NH 



9 
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Les chiffres entre parentheses determinant la position des groupements methyl 
sur le radical phenyl. 

La carboxypeptidase A utilisee peut provenir de differentes sources, telles que, 
par exemple, le pancreas ou des cellules mastocytaires. Elle peut etre d'origine 
humaine ou animale. 

On utilise preferentiellement dans le cadre de ['invention de la carboxypeptidase A 
pancreatique d'origine bovine. 

Le principe de la methode de Tinvention est base sur une hydrolyse d'un substrat 
colore de formule (I) tel que decrit ci-dessus, par faction de la carboxypeptidase N 
ou de la carboxypeptidase U eventuellement presente dans I'echantillon analyse, 
associee a celle de la carboxypeptidase A ajoutee dans le milieu. Cette hydrolyse 
specifique conduit a une extinction de la coloration du compose de depart, qui 
peut etre suivie a Taide d'un spectrophotometre. 

Plus precisement, compte tenu des specificites d'hydrolyse des carboxypeptidases 
N ou U et A exposees precedemment, et des caracteristiques structurales des 
composes de formule (I) decrits ci-dessus, ia mise en contact d'une 
carboxypeptidase A et d'une carboxypeptidase N ou U avec un tel compose va 
generer une coupure au niveau de la liaison entre le premier et le second acide 
amine dudit compose du fait de faction de la carboxypeptidase N ou U, suivie 
quasi simultanement d'une coupure au niveau de la liaison entre le groupement 
azoformyl et le premier acide amine, du fait de Taction de la carboxypeptidase A. 

La resultante de ces deux reactions sera une decoloration du milieu de depart. II 
sera alors aise de suivre en fonction du temps cette decroissance de coloration en 
se pla?ant a une longueur d'onde d'absorption du colorant [compose formule (I)], 
de preference a la longueur d'onde correspondant a son pic d'absorption. 
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Cette decroissance est representative de la cinetique d'hydrolyse. La quantite de 
carboxypeptidase N ou U active presente initialement dans rechantillon est 
calculee en comparant ia densite optique mesuree a celie d'une courbe 
d'etalonnage etablie a partir d'une gamme de concentrations de carboxypeptidase 
5 N ou U purifiee active en solution. 

Inversement, si rechantillon ne contient pas de carboxypeptidase N ou U ou si 
celle-ci est inactive, il n'y aura pas de coupure entre te premier et second acide 
amine du compose de formule (I), et done, la carboxypeptidase A ne pourra pas 
10 agir au niveau de la liaison du groupement colore sur le premier acide amine. De 
ce fait, on n'observera pas de diminution de la coloration de la solution de depart. 

L'invention vise plus particulierement une methode de dosage de I'activite d'une 
CPN ou une CPU dans un echantillon sanguin tel que du sang total ou du plasma 
15 pur ou dilue, et, preferentiellement, une methode de dosage de I'activite du TAFI 
dans un echantillon sanguin, notamment du plasma pur ou dilue. 

Dans ce cas, rechantillon a tester est d'abord mis en presence d'une solution 
tampon avec, si necessaire, un activateur de la carboxypeptidase dont on 
20 souhaite mesurer I'activite (solution nommee tampon activateur ci-apres), et laisse 
en incubation, le temps necessaire pour obtenir ('activation de la carboxypeptidase 
etudiee. L'incubation est de preference realisee a temperature ambiante pendant 
environ 8 a 12 minutes, de preference 10 minutes. 

25 Selon un mode de realisation prefere de l'invention, I'activateur de 
carboxypeptidase peut etre un activateur de la coagulation, que I'on laisse agir de 
fagon a activer la carboxypeptidase U, en particulier !e TAFI. 

Dans ce cas, on ajoute ensuite dans le melange un inhibiteur des serine proteases 
30 pour aboutir a un blocage du processus de coagulation. L'inhibiteur de serine 
proteases est par exemple le PPACK (H-D-Phe-Pro-Arg-chloromethyliketone - 
Bachem - Ref. N.1065) utilise dans une gamme de concentration finale de 10 a 
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200 \jM et de preference 150 pM. D'autres composes, tels que le Pefabloc [4-(2- 
aminoethyl)-benzenesulfonylfluoridehypochloride - Penthapharm - Ref. 399.01] 
utilise preferen-tiellement a une concentration de 0,1 mM conviennent egalement. 

5 Simultanement ou immediatement apres I'addition de I'inhibiteur, on ajoute Tun 
des composes de formule (I) seion Tinvention en solution acqueuse. Ce compose 
est en general utilise dans une gamme de concentrations finales comprise entre 
2,5 et 10 mM. II est de preference utilise a 5 mM. 

10 Apres une nouvelle phase d'incubation, de preference a temperature ambiante, 
durant laquelle le substrat de formule (I) aura ete coupe au niveau de son second 
acide amine par la CPN ou CPU de I'echantillon dont on recherche I'activite, 
Phydrolyse est arretee par addition d'HCI, suivie immediatement par I'ajout d'une 
base pour reajuster le pH a une valeur comprise entre 7 et 8. 

15 

La densite optique du melange ainsi obtenu est alors mesuree une premiere fois 
sans addition de CPA dans le milieu. La CPA est ensuite ajoutee dans le milieu, et 
la DO est a nouveau mesuree. Sa decroissance peut etre suivie au 
spectrophotometre. Elle traduit Thydrolyse du substrat de formule (I) par Paction 
20 conjointe de la CPU ou N de Pechantillon et de la CPA. 

Les delta DO (A DO) mesures sont compares avec les valeurs portees sur une 
courbe d'etalonnage obtenue a partir d'un echantillon deficient en la CPN ou la 
CPU etudiee, surcharge avec cette enzyme purifiee. 

25 

Le protocoie decrit ci-dessus constitue un mode de realisation prefere de 
Pinvention. Toutefois, plusieurs variantes de celui-ci sont envisageabies, tant en ce 
qui concerne les sequences d'addition des differents composes utilises, que la 
nature de ces composes. Elles entrent egalement dans la definition de la presente 

30 invention. 
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Ainsi, il est par exemple possible d'incorporer le substrat de formule (I) des le 
debut de la methode, en meme temps que le tampon activateur de la coagulation. 

Dans le cas ou le tampon activateur active la coagulation, I'activation peut etre 
5 realisee selon differentes voies connues de Phomme du metier, et utilisees en 
routine dans les tests de coagulation. 

Ces voies d'activation sont notamment : 

10 - la voie d'activation par le complexe thrombine/thrombomoduline. Cette premiere 
possibility constitue un mode de realisation prefere de la presente invention. 

- la voie d'activation par le facteur XI active, qui dans ce cas remplace la 
thrombine dans le tampon activateur. Pour accelerer la reaction, il peut etre 

1 5 avantageux de rajouter egalement de la thrombomoduline dans le milieu. 

- la voie d'activation par des venins, notamment des venins de serpent, avec 
egalement I'ajout eventuel de prothrombine dans le milieu. Les venins 
preferentiellement utilises sont les venins de la famille des "thrombin-like" tels 

20 que le venin d'Arkistrodon rhodostoma ou Bathrops atrox, ainsi que ies venins 
d'activateurs de prothrombine, tels que celui de Notechis scutatus ou d'Echis 
carinatus (15 - 18 ). 

- la voie d'activation par le facteur tissulaire, en presence de phospholipides et de 
25 calcium (activation de la voie exogene selon le principe d'un temps de Quick), 

- la voie d'activation par la plasmine. 

Avantageusement, !a methode selon invention permet de mesurer pour un meme 
30 echantillon, d'une part Pactivite de la CPN et/ou de la CPU "constitutionnelle" 
presente dans celui-ci, i.e. la CPN et/ou CPU presente sous une forme active 
"naturellement" (i.e. sans induction de I'activation par un tampon activateur), et 
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d'autre part, I'activite de ia CPN et/ou CPU activable, i.e. la CPN et/ou la CPU 
presente dans I'echantillon sous une forme inactive, dont I'activite sera induite ou 
generee durant le processus d'activation lie a I'effet du tampon activateur. 

5 Pour cela, on compare i'activite d'hydrolyse sur un substrat de formule (I) d'un 
echantillon selon la methode decrite ci-dessus, en mettant I'echantillon soit en 
presence de tampon activateur (detection de I'activite totale de la CPN ou la CPU 
dans I'echantillon), soit en presence d'un tampon physiologique sans activateur 
(detection de I'activite de la CPN et/ou la CPU constitutionnelle). 

10 

La difference de delta de DO entre les deux mesures perrnet d'obtenir I'activite de 
la CPN ou de la CPU activable presente dans I'echantillon. 

Selon une variante preferee, la presente invention a pour objet une methode de 
15 dosage du TAFI active dans un echantillon sanguin, ladite methode utilisant Tun 
des composes ou substrats de formule (I) decrits precedemment. 

L'activite du TAFI constitutionnel et/ou activable est mesuree en traitant 
I'echantillon tel que cela vient d'etre decrit, en presence et en absence d'un 
20 inhibiteur specifique du TAFI. 

L'inhibiteur qui est de preference utilise est le CPI ("Carboxypeptidase inhibitor 
from Potato Tubers) dont i'utilisation dans des etudes in vitro et in vivo sur la 
fonction du TAFI a ete largement decrite dans la iitterature (Ref. 1). II est 
25 aujourd'hui bien connu de Thomme du metier que le CPI inhibe specifiquement le 
TAFI sans alterer I'activite d'autres CP plasmatiques. Dans le cadre de la methode 
de ('invention, le CPI peut etre utilise dans une gamme de concentrations allant de 
0,10 a 0,50 mM. II est de preference utilise a 0,38 mM. 



30 



Selon le principe de cette variante preferee, I'echantillon est active par le tampon 
d'activation, par exemple un tampon d'activation de ia coagulation par le complexe 
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thrombine/thrombomoduline, et traite selon la methode decrite precedemment soit 
en presence soit en I'absence d'inhibiteur du TAFI. 

La difference de coloration du milieu avec et sans inhibiteur du TAFI permet ainsi 
5 de determiner I'activite enzymatique propre au TAFI active (TAFIa) dans 
I'echantillon. 

Plus precisement, la methode de I'invention peut etre realisee selon le protocole 
suivant : I'echantillon a tester est divise en 2 aliquotes ou plus si necessaire, selon 
10 que Ton souhaite determiner I'activite de tout le TAFI contenu dans I'echantillon ou 
que Ton souhaite faire la distinction entre I'activite du TAFI constitutionnel et celle 
du TAFI activable. 

- Un premier aliquote contenant I'inhibiteur du TAFI est active et traite selon la 
15 methode decrite precedemment. Celui-ci ne va done generer qu'une faible 

decoloration du milieu, resultant d'une hydrolyse residuelle du substrat de 
formule (I) par d'autres carboxypeptidases presentes dans I'echantillon. 

- Un second aliquote est traite de maniere identique au precedent, mais en 
20 I'absence d'inhibiteur du TAFI. II va en resulter une forte decoloration du milieu, 

liee a I'activite d'hydrolyse du substrat de formule (I) par le TAFI active dans 
I'echantillon. 

- On mesure la difference de coloration (A DO) entre le premier et le second 
25 aliquote. 

Celle-ci est ainsi representative de I'activite specifique du TAFI active dans 
I'echantillon. 

Si I'on souhaite faire la distinction entre I'activite specifique du TAFI activable et 
30 celle du TAFI constitutionnel, on utilise un troisieme aliquote du meme echantillon 
dont on mesure egalement I'activite d'hydrolyse sur le substrat de formule (I), mais 
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dans lequel on n'aura pas declenche I'activation, en n'ajoutant pas de tampon 
activateur dans le milieu. 

Les A DO entre ces differents aliquotes permettent d'obtenir soit I'activite du TAFI 
5 total de i'echantillon, soit celle du seul TAFI constitutionnel, et done d'en deduire 
celle du TAFI activable. 

Selon un troisieme aspect, I'invention a pour objet un kit de diagnostic pour le 
dosage d'une CPN ou une CPU, ledit kit de diagnostic comprenant un substrat de 
10 formule (I) tel que defini precedemment. 

Preferentiellement, le kit de diagnostic selon la presente invention est un kit pour 
mesurer I'activite du TAFI dans un echantillon sanguin. 

15 Un tel kit de diagnostic comprend notamment : 

- un activateur du TAFI, 

- de la carboxypeptidase A, 

- un substrat de formule (I), 

20 - un inhibiteur du TAFI, •? 

- un inhibiteur des serine proteases. 

Chacun de ces composants se presentent preferentiellement en poudre ou sous 
forme lyophilisee. 

25 

Les exemples ci-apres et les figures illustrent la presente invention. 

Figure 1 : Spectre d'absorption des differents composes de formule (I) synthetises, 
mesure avec un spectrophotometre UV-visible. 

30 

Figure 2 : Analyse du AAFFR effectuee par hydrolyse acide. 



20 

Figure 3 : Courbe d'etalonnage etablie a partir d*un plasma deficient en TAFI, 
surcharge avec du TAFI purifie pour obtenir une gamme de concentration allant de 
0 a 26 pg/ml. 

5 EXEMPLE N° 1 : 

Synthese d'un groupe de composes azolformyl selon ['invention . 

Le tableau I ci-apres indique les formules chimiques de 5 des composes preferes 
10 parmi les composes de formule (I) selon ('invention. Leurs spectres d'absorption 
mesures avec un spectrophotometre UV-visible (UVIKON-KONTRON) sont 
reportes sur ia figure 1 . 

On decrit ci-apres en detail la synthese de Tun d'eux, le compose n° 4 
15 (MxPAFFR). Les etapes decrites ci-dessous pour ce compose sont identiques 
pour chacun des autres, excepte pour le compose n° 5 (MxPAFFK) pour lequel 
une etape supplementaire de deprotection de la lysine est necessaire (voir 
schema reactionnel et explications ci-apres). 

20 TABLEAU 1 : 



FORMULES 



Compose 1 : 2,3DMPAFFR 




2,3-dimethylphenylazoformylphenylalanylarginine 
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Compose 2 : 2,4 PMPAFFR 




NH 
I 

Q 

HN^ ^NH 2 



2,4-dimethylphenylazoform yi phenylalanylarginine 



Compose 3 : 2,5 DMPAFFR 




2,5-dimethylphenylazoformylphenylalanylarginine 



Compose 4 : MxPAFFR 




4-methoxyphenylazoformylphenylalanylarginine 

Compose 5 : MxPAFFK 




4-methoxyphenyiazoformylphenylalany! lysine 
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Compose 6 : CITAFFR 



H 3 C 




3-chloro-p-tolylazoformylphenylalanylarginine 

Compose 7:TFMxPAFFR 




"NH2 



4-(trifluoromethoxy)azoformy!phenylalanyiarginine 



A/ Synthese du 4-methoxvphenylazoformvlphenvlalanvlarqinine (Compose 4) 

Introduction : Toutes ies etapes decrites ci-dessous sont identiques pour chaque 
colorant. Chaque etape est suivie par Chromatographic Liquide Haute 
Performance et par Analyse d'Acides Amines pour Ies couplage avec la 
Phenylalanine et I'Arginine. 

1 erG etape : Reactif de Griqnard 

Schema reactionnel 



4-bromoanisole 



Magnesium 



Reactif de Grignard 
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Mode operatoire : Preparer 1 eq. de 4-bromoanisole et 1 eq. de magnesium, 
tntroduire )e magnesium et 20 % en masse du 4- bromoanisole dans un tricol, 
reprendre dans du tetrahydrofuranne anhydre (2mL/mmol) et placer le montage 
sous azote. Initier la reaction en chauffant le tricol en un point avec un decapeur 
thermique, le milieu reactionnel devient marron. Quand la reaction demarre 
(effervescence a la surface du magnesium). Placer a reflux a 90 °C puis 
additionner lentement le reste du 4-bromoanisole repris dans du THF anhydre 
(2mL/mmol). Arreter le reflux apres 1h. Le bromure de 4- 
methoxyphenyimagnesium est utilise tel quel pour I'etape suivante (couleur 
marron). 

Remarque : La verrerie et le magnesium sont prealablement seches a I'etuve a 
120 °C et les autres produits au dessiccateur. 

Temps de retention : Le reactif de Grignard etant un compose tres instable et 
sensible a Teau, on obtient done trois temps de retention caracteristiques des 
produits de degradation formes lors de I'analyse HPLC : 

Temps de retention 1 : 2.68 min 
Temps de retention 2 : 3.32 min 
Temps de retention 3 : 5.38 min 

2 eme etape : Couplage avec le di-t-butylazodicarboxylate 

Schema reactionnel 




Reactif de Grignard 
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O 

A 



H3C-O- 




\ 



NH O 



O 



N. N '-bis-(t-butoxycarbonyll)-4-(methoxy)phenylhydrazine 



Mode operatoire : Reprendre a part 1 eq. de di-t-butylazodicarboxylate et 1 eq. de 
4-methoxypheny!magnesiumbromide (reactif de Grignard) dans du THF anhydre 
(2 mL/mmol). Refroidir chacun entre 0-5°C. Additionner le reactif de Grignard sur 
le di-t-butylazodicarboxylate. Agiter 10 min, ajouter 1.02 eq. d'acide acetique puis 
10 laisser revenir a temperature ambiante. Effectuer une extraction eau/ether. 
Secher la phase etheree, evaporer a sec. On obtient une huile jaune. 
Temps de retention : 7.85 min 



15 



20 



25 



30 



3 eme etape : Deprotection 

Schema reactionnel 



H 3 C- 



// — \ nh 0 



1) HCI dans le d'fOxar>e (4.8M) , Isopropanol 



2)NaOH 1N (pH=7) 



N,N'-bis-(t-butoxycarbonyll)~4-(methoxy)phenylhydrazine 




H3C-O — ( 7 — NH — NH2 



4-(methoxy)phenylhydrazinehydrochloride 



35 



Mode operatoire : Reprendre 1 eq. de N, N'-bis-(t-butoxycarbonyl)-4- 
(methoxy)phenylhydrazine dans de I'isopropanol (1 0.2mL/mmol) puis ajouter du 
HCI dans le dioxane a 4.8 M (2mL/mmol). Porter a reflux (80°C). Apres 15 min , 
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refroidir, ajouter de Tether (5mL/mmol). La 4- 

methoxyphenylhydrazinehydrochloride precipite. Filtrer et secher. Reprendre la 
poudre dans de I'eau puis amener a pH 7. Effectuer une extraction eau / 
dichloromethane et evaporer ia phase dichioromethane a sec. On obtient la 4- 
5 methoxyphenylhydrazine (poudre jaune) qui est sechee. 
Temps de retention : 2.20 min 

4 eme etape : Couplaqe avec le diphenylcarbonate 

10 Schema reactionnel 




Reflux benz&ne a 120 °C 
Crislallisation hexane/benzfcne 



4-(methoxy)phenylhydrazjne dtphenyfcartonate 



O 




4 -(methoxy)phenylhydrazoformate 
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Mode operatoire : Reprendre 1.4 eq. de diphenylcarbonate dans du benzene (0.25 
mL/mmol) et porter a reflux a 120 °C. Additionner lentement 1eq. de 4- 
methoxyphenylhydrazine repris dans du benzene (0.7 mL/mmol). Arreter le reflux 
apres 6h. Concentrer le milieu reactionnel puis effectuer une cristallisation 
30 hexane/benzene (4/1 ). Filtrer et secher les cristaux blanchatres au dessiccateur. 
Temps de retention : 6.74 min 

5 cme etape : Couplaqe avec la phenylalanine 
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Schema reactionnel 



O 




N-(4-MethoxyPhenyfHydrazoFormyi)-L-PhenylAlanine 
(cristaux blanch£tre) 



Mode operatoire : Porter a reflux (95°C) 1.2 eq. de sel de triethylammonium de la 
phenylalanine repris dans de la dimethylformamide (3.33mL/mmol). Additionner 
lentement 1 eq. de 4-methoxyphenylhydrazoformate repris dans de la 
dimethylformamide (2mL/mmol). Arreter le reflux apres 1h30, laisser revenir a 
temperature ambiante, concentrer. Acidifier (pH =2). Purifier par chromatographie 
(cristaux blanchatre). 
Temps de retention : 6.12 min 

6 eme etape : Qxydation ; Passage de la forme "hydrazo" a la forme "azo M 

Schema reactionnel 




N-(4-MethoxyPhenyfHydrazoForwyf)-L-PhenyfAJanine 
(cristaux blanchatre) 
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5 




N^4-MethoxyPhenyiazoForwyt)-L-PhenylAJanine 
^ q (cristaux orange) 

Mode operatoire : Reprendre 1 eq. de N-(4-methoxyphenylhydrazoformyl)-L- 
Phenylalanine dans de Peau ultra-pure (20.8 mL/mmoi) contenant 1eq. d* 
hydroxyde de sodium et leq. d'acetate d'ammonium. Additionner 1 eq. de 
15 metaperiodate de sodium repris dans de Peau ultra-pure (4.2 mL/mmol). Apres 20 
min le milieu reactionnel est acidifie (pH=2) puis purifie par chromatographie 
(cristaux orange). 
Temps de retention : 6.86 min 

20 7 eme etape : Couplage avec I'Arqinine 

Schema reactionnel 



25 



30 



3HC. 





2 H N— CH— C 



NH 
HNT NH 2 



OMe.HCI 



DMF.DIAE, TBTu 
— — 1=- 
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N-(4-MethoxyPhenytAzoFormyl)-L-PhenylAJanine Argininemethylestertiydrochloride 
(couleur orange) 



40 
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10 



15 



O o 




II 
c 

\{H OMe 

(Ah 2 >3 
NH 

A 

HN NH 2 



N-(4-MethoxyPhenylAzoFormyl)-L-PhenylAlany1ArginineMethylester 
(couleur orange) 



Mode operatoire : Reprendre 1 eq. dArgininemethylester.hydrochloride dans de la 
dimethySformamide (3mL/mmol). Ajouter 1.1 eq. de DIAE (Diisopropylethylamine), 
1eq. de N-(4-methoxyphenylazoformyl)-L-Phenylalanine puis 1.1 eq. de TBTU (O- 
(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethyluronium tetrafluoroborate). Ajouter la 
20 quantite necessaire de DIAE pour avoir un pH a 7-8. Apres 5 min, evaporer a sec 
et purifier par chromatographie (cristaux orange). 
Temps de retention : 6.06 min 



25 8^ me etape : Saponification 
Schema reactionnel 



30 



35 



H 3 C. 




1) Saponification 
MeOH / Eau (2/3 ; 1/3 ) 

2) Neutralisation HCI 1N 



40 



N-(4-Me(hoxyPhenylAzoFormyl)-L-PhenylAlanineArginineMethyiester 



29 



5 




10 

N'(4-MethoxyPhenyiAzoFormyl)-L'PhenyiAianineA rginine 

A nisyf AzoFormyiPh e nyfa lanineArgin in e : AA FFR 

Mode operatoire reprendre 1eq. de N-(4-methoxyphenylazoformyl)-L- 
PhenyialanineArgininemethylester dans un melange eau/methanol (Ratio : 1/2 ; 3 
15 mL/mmol). Additionner 3 eq. d'hydroxyde de sodium 1N. Apres 1 h, acidifier le 
MR, concentrer puis effectuer une extraction eau/dichloromethane. La phase 
dichloromethane est evaporee puis sechee. On obtient le N-(4- 
methoxyphenylazoformyl)-L-Phenyla!anylArginine qui est une poudre orange. 
Temps de retention : 5.5 min 

20 

Une analyse d'acide aminee du produit final est effectuee apres hydrolyse acide 
pour controler Thomogeneite de la sequence. Les resultats de cette analyse sont 
reportes sur le chromatogramme de la figure 2. 

25 Conditions analytiques : 



> ChaTne HPLC AAA ; Derivatisation precolonne au PITC 
(phenylisocyanate) 

> Colonne C18 ; 100A ; 5(j ; 250 x 4.6 mm 
30 > Detection a 254 nm ; Debit = 1 mL/min 

> Eluants : 

A : Tampon acetate pH 5.74 

B: Tampon 70% CH 3 CN, 30% AcONa ; 32mM ; pH 
6.10 

35 C : CH^CN 
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Les protocoles de synthese pour les autres composes sont bases sur ies memes 
etapes que celles qui viennent d'etre decrites ci-dessus. Ceux-ci sont resumes 
dans les schemas reactionnels ci-apres. 

5 

Les temps de retention obtenus a chaque etape de synthese de ces composes 
sont reportes dans le tableau li ci-dessous : 

10 

TABLEAU II : Temps de retention obtenus sur HPLC a chaque etape pour les 
autres colorants synthetises 



Etape 


2,3DMPAFFR 


2.4DMPAFFR 


2.5DMPAFFR 


MxAPFFR 


MxPAFFK 


CiTAFFR 


TFMxPAFFR 


1 


/ 


/ 


/ 


/ 


/ 


/ 


/ 


2 


9.12 min 


9.18 min 


9.15 min 


7.85 min 


7.85 min 


9.25 min 


9.26 min 


3 


3.59 min 


3.81 min 


3.73 min 


2.20 min 


2.20 min 


3.93 min 


3.94 min 


4 


7.87 min 


7.96 min 


7.82 min 


6.74 min 


6.74 min 


8.06 min 


7.92 min 


5 


7.04 min 


7.13 min 


7.11 min 


6.12 min 


6.12 min 


7.51 min 


7.45 min 


6 


7.82 min 


7.88 min 


7.90 min 


6.86 min 


6.86 min 


7.85 min 


7.79 min 


7 


7.10 min 


7.02 min 


7.10 min 


6.06 min 


9.84 min 


7.13 min 


7.08 min 


8 


6.55 min 


6.54 min 


6.62 min 


5.50 min 


9.23 min 


6.71 min 


6.65 min 
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Conditions analytiques : 

> Colonne C18 ; 5p ; 100x4. 6mm 

20 > Detection a 254 nm ; Debit = 1 mL/min 

> Gradient : 0' -> 10%B 10'-> 90%B 

> Avec A : Eau a 0.1 % d'acide trifluoroacetique 

B : Acetonitriie a 0.1 % d'acide trifluoroacetique 

25 B/ Synthese du 2,3-dimethvlphenvlazoformviphenylalanvlarqtnine (Compose 1) : 
1 ere etape : Reactif de Grignard 
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3 HC CHs 






3 HC CH 3 


< \_5~ Br + 


Mg (tournure) 


THF anhy^r 


MgBr 








2,3 dimethylphenylbromide 


Magn&sJum 




Rtectif de Grignard 



31 



2 eme etape : Couplaqe avec le di-t-butylazod i carboxvlate 



3 HC CH 3 



\ / " 0°C ; N 2 



RGactif de Grignard 



di-t-butyi azodicsrboxyiate 



3 HC CH 3 fi 

// * NH O 



- N,N-bis-(t-butoxycarbonyll)-2, 3-{dimethyf)phenylhydrazine 



3 eme etape : Deprotection 



3 HC CH 3 



x 



owe 



1) HCI dans fe dioxane (4.8M) ; Isopropanol 



2) NaOH 1N (pH=7) 



N,N'-bis-(t'butoxycarbonyH)-2,3-(dimethyf)phenyfo^ 



3 HC CH 3 



/ V 



-NH — NH 2 



2,3-(dimethyf)phenyihydrazine 



4 eme etap e : Couplaqe avec le diphenylcarbonate 



3 HC CH 3 



\=/ > / \ / Crista llisation hpy^np/h*>rr 



2,3-{dimethyf)phenyfhydrazine 



\=S Crista Jlisation hexaneTbenz^ne 
diphenytcarbonate 



32 



3 HC CH 3 c 

2, 3-(dimethyi)phenyfhydnazoformate 



5* me etape : Couplaqe avec la phenylalani ne 



10 



15 



20 



3 HC CH 3 



^ O H 2 I 



2, 3-dimethylPhenylHydrazoformate $et dQ trieth yi amrno nium de la Phenylalanine 
{cristaux blanchMre) 




J,® Reflux DMF 3 95 °C 
-N * 



25 



CH 3 




30 



N-(2,3-dimethy/PhenylHydrazoFormyl)-L-PhenylAlanine 
(cristaux blanchStre) 



6* me etape : Oxydation ; Passage de la forme "hydrazo" a la forme "azo' 



35 



CH 3 



40 




1) Eau ; NaOHgq 10 % 

2) CHaCOONaqlOVo 

3) M6tap6riodate de sodium 



45 



N- (2, 3^imethylPhenytHydr3zoFormyi)~L-PhenylAIanin e 
(cristaux blanch&tre) 



33 



CH 3 O 




OH 



10 



N-(2,3-dimethylPhenytazoFormyl)-L-Pheny1Alanine 
(cristaux orange) 



7 eme etape : Couplaqe avec I'Arginine 



15 



20 



25 



CH 3 



3HC Tj NHxnh ^ n 




2 H N-CH-CT 

J X OMe,HCI DMF.DIAE, TBTu 
(CH 2 ) 3 ^ 

NH 

h 

HNT" V NH 2 



N-(2,3~c6methylPhenylAzoFonTiy0-L-PhenylAlanfne ArgininemethylesternydrochJoride 
(coufeur orange) 



30 



35 



CH 3 O ( ■ jl 




o 4 



H 2 b 
NH 



Hn nh 2 



N-(2.3^imethyiPhenyfAzoForwyi)-L'PhenyfAfanyfArginineMethyiester 
■ (couleur orange) 



40 



8 eme etape : Saponification 



45 



CH 3 





o 

I 

/ \ 



3HC X NK JL Js. NH— CH OMe 1) Saponification 

^V^N^ ^Nhf NK V j MeOH / Eau (2/3 ; 1/3) 

(6 



6 (CH 2 ) 3 
NH 

J- 

HNT NH 2 



/V-( 2. 3-dimethyfPhenyiAzoFormyf)-L -Pn enylAJanyiArginineMethylester 
(couieur orange) 



2) Neutralisation HCI 1N 



34 




N-(2.3-dimethy!PbenyfAzoForwy!)-L-Pheny1Aianine^ 



C! S ynthese du 2 , A-dimethvlphe n Y lazQformvlphenvlalanvlarfli 
(Compose 2) : 

1* re etape : Reactif de Griqnard 




2,3 dimethylphenylbromide Magnesium Reactif de Grignard 



2* me etape : Couplaqe avec le di-t-butvlazodica rboxylate 



// { ">L J\ J^^/^ TH F anhydre. 



Reactif de Grignard 



di~t-butyl azodicarboxylate 



CH 3 



H3O 




NH O 



35 



CH 3 



NH O 



CH 3 

1) HO dans le dioxane (4.8M) ; Isopropano! A J\ 

*~ 3HC — c ^ — NH— NH 2 

2) NaOH 1N (pH=7) 



A/, /V '-6 >s- ( 'Y-fa af o xyca rbony!f)-2. 4- (dimethyl)phenylhydra zine 



2.4-(dimethyl)phenyihydraz2ne 



10 4 eme etape : Couplage avec le diphenvlcarbonate 



15 



CH 3 



H 3 C-Hf V-NH— NH 2 + <{ \— O-i-O / S 



Reflux benzene a 120 'C 
Cristallisation hexane/benzene 



2.4-(dimethy{)phenylhydra zine 



diphenyicarbonate 



20 



25 



CH 3 

H3C-^^NH-NH-Lo^^> 
2,4-(dirnethyl)phenylhydrazoformate 



£ etape : C ouplage avec la phenylalanine 



30 



35 



40 



45 



CH 3 



H 3 ' 




-NH-NH-C-O-^ \ 

y / 




Reflux DMF a 95 °C 



2,4-dimethytPhenyiHydnazoformate 

(cristaux blanch£tre) Sei de triethylammonium de fa Phenylalanine 




36 



6 eme etape : Oxydation ; Passage de la forme "hydrazo" a la forme "azo" 



10 




CH 3 O { \^ 



1) Eau ; NaOH^ 10 °/ 

2) CH3COONaq10% 



3) Metap^riodate de sodium 



N-( 2, 4^imethyIPhenytHydrazoFormyt)-L-PhenyfAlanine 
(cristaux blanchStre) 



15 



20 




N-(2,4-dtmethyiPhenyiazoFormyl)-L~Pheny1Alanine 
(cristaux orange) 



25 7 eme etape : Couplage avec I'Arqinine 



30 



35 



40 



45 



CH 3 




OH 



2 H N—CH—cf 

I \)Me,HCi DMF,DIAE. TBTu 
(CH 2 ) 3 ^ 

NH 
Hf/ NH 2 



N-(2,4^methyiPhenylAzoForrnyf)-L-PhenytAJanine Argininemethylestefhydrochloride 
(couleur orange) __ 



CH 3 




O 

NH-ChC \>Me 
(CH 2 ) 3 
NH 

HN NH 2 



N-( 2. 4-dimethylPhenyiA zoFormyt)-L-PhenyiAJanyiArginineMethyle ster 
(couleur orange) 



37 



8 emo etape : Saponification 



10 



3 H 





O 

c 



OMe 



NH 
HNT NH 2 



1) Saponification 
MeOH/Eau (2/3 ; 1/3) 

2) Neutralisation HO 1N 



N-(2.4^imethyiPhenylAzvf^rmyi)-L~Pheny1AlanyiAjyjnine 
(couleur orange) 



15 



20 



CH3 J 



3HC 





N-(2.4-dimethytPhenyfAzoFormyI)-L- Phenyl Alanine Arginine 



25 D/ Synthese du 2,5-dimethvlphenvla2oformvlphenylalanvlarqinine (Compose 

3): 

1 ere etape : Reactif de Griqnard 



30 



35 



CH 3 



_ CH 3 
2, 5 dlmethyiphenyibromide Magnesium Reactif de Ghgnani 



2 eme etape : Couplage avec le di-t-butylazodicarboxylate 



CH 3 O ° j 



3 hc/ 

R6actif de Gn'gnard 



THF anhydre 
0°C ; N 2 



O - 



CH 3 
3 HC CT 



di-t-butyi azodicarboxyiate 



N t N'^is-(t^utoxycanDony/l)-2,5-(dlmethyf)pneny1hydraz}ne 



38 



3 eme etape : Peprotection 



0 

CH 3 fi 

NH O 



>=/ V-o 

H 3 C O 



1) HCI dans le dioxane (4.8M) ; Isopropanctf 



2) NaOH 1N (pH=7) 



N,N'-bis-(t-butoxycarbony!i)~2,5'(dimethyj)phenylhydrazJne 



CH 3 

H 3 C 

2, S-(dimethyi)phenyihydra s'n e 



10 



4* me etape : Couplage avec le diphenylcarbonate 



15 



20 



25 



CH 3 



H 3 C 





rs Ji ^ / \ Reflux benzene a 120 *C 
NK— NH 2 + <v /) — O-C-O — ^ ^ ^ 

Vv \ — / Cristallisation hexane/benzene 



2, 5-(dimeihyt)phenylhydrazjne diphenyfcarbonate 



CH 3 



H 3 C 



2, 5-(dimethyt)phenylhydrazoformate 



5 eme etape : Couplage avec la phenylalanine 



30 



35 



P H 3 



H 3 i 





00 Ji® Reflux DMF 3 95 *C 



DJ 



2, 5-dimethyiPhenylHydrazoformate 
(crista ux blanchMre) 



Sal da triethyiammonium da la Phenylalanine 



40 



45 





OH 



CH 3 



N'(2,5^imethylPhenylHydrazoFormyl)-L-PhenylAlanine 
(crista ux bfanchatre) 



39 



6 eme etape : Oxydation ; Passage de la forme "hydrazo" a la forme "azo' 



10 



CH 3 O 





OH 



1) Eau ; NaOHaq 10 % 

2) CHaCOONaq 10 % 

3) Metap^riodate de sodium 



CH 3 



N-(2.5^imethytPheny1HydfazoForrny1)-L-Pheny!AJanine 
_ {cristaux blanctotre) 



15 



20 



CH 3 O 





H 3 



N-(2,S^imethy!Pheny1azoFormyi)-l-Pheny1Aianine 
(cristaux orange) 



25 



7 eme etape : Couplaqe avec I'Arginine 



30 



35 



40 



45 



50 



| 





OH 



+ 2H H-CH-cf 

„L v OMe.HCI DMF.DIAE, TBTu 

(CH2b c 

NH 



H 3 



hnt' nh 2 



N-(2,5-eSmethylPheny1AzoFormyl)-L-PhenylAJanine Arvminemethytesterhydroctitotide 
(coiMeur orange) 



CH 3 





S/ 



H 3 



NH 
Hr/ NH 2 



^.^dimethylPhenyiAzoFormyiH-P^eny 
(couleur orange) 



40 



8 6me etape : Saponification 



10 




I! \ A (ci 



CH 3 



0 
i 

l/ V>Me 1 ) Saponification 

MeOH/Eau(2/3 ; 1/3) 

H 2 h 

I 

NH 
HNT NH 2 



2} Neutralisation HCi IN 



N- (2. 4-dimethy!f^enyiAzoFormyi)-L-PhenylAiBnytAr^nmeMethylBsier 
(couJeur orange) 



15 



20 



25 




N-(2A^inwthylPhenylAzoFormyl)-L-PhenylAlariineArginine 



El Synthese du 4-metnoxvphenvlazoformvlphenvlalanvllysine 
1" e etape : Reactif de Griqnard 



30 



H 3 C— O — <^ Br 


+ Mg (toumure) 


THF anhydre 
0*C ;N 2 


H 3 C^O — ^ ^— MgBr 


4-bromoanjsole 


Magnesium 




Reactif de Grignard 



35 



2 eme etape : Couplage avec le di-t-butylazodicarboxylate 



40 



45 



o o 



H 3 C-0— / V-MgBr + N-NT O 



Reactif de Grignard 



di-t'butyi azodicartvxyiate 



41 



THFanh r dre . HjC-o-TV-r/ 

0'C.N 2 




o , 



O' 

N,N--bis-(t-t>utoxycaftonyU}-4.(methoxy)phenyfhydra7ine 



3 cme etaoe : Deprotection 




o 

IX- 

/, <v NH O 

H 3 C— O — <f ^ Nf' \ y 1)HCI dans le dioxane (4.8M) ; Isopropanoi 

2)NaOH 1N( P H=7) 



O 

^N'-bis-(t^uioxycartonyJI)^(methoxy)phenyihydrazine 



H3C-O— / \— NH — NH2 




4 -fro ethoxyjphenyihydm&nehydnxhJoride 



4 eme etap e : Couplage avec le diphenylcarbonate 



CH 3 — O-h^ ^) — NH — NH2 + / \_O-i-0— / \ Reftux ^^ea 120; C 

> ' \ / Crystallisation hexane/beoz^ne 

4-(methoxy)phenyihydmzIne diphenylcarbonate 



4 ^methoxyfphenyfhydrazofofTnaie 



42 



3HC 




NK 



A. 



4-Meth oxyPhenyiHydrazoformate 

(chstaux blanchitre) Sel de triethylammonium de la Phenylalanine 




'-oe le 



10 



15 



Reflux DMF a 95 °C 



3 HC V 




NH X 
NK N 




!^(4^ethoxyPhenyfHydrazoFofmy1hL^henytAlanine 
(crista ux bianch&tre) 



6 eme etape : Oxydation ; Passage de ia forme "hydrazo" a la forme "azo " 



3 HC. 




1) Eau;NaOH aq 10% 

2) CHaCOONaq 10 % 

3) Mefcaperiodate de sodium 





N-(4-MethoxyPheny1HydrazoFonvyt)-L-PhenytAlanine 
{chstaux blanch&tre) 



N-(4-MethoxyPhenyiazoFormyf)-L-PhenylAIanine 
(chstaux orange) 



7 eme etape : Coupiage avec la Lysine 



30 



35 



40 




2 H fsh-CH— 

! OMe,HCI 
(CH 2 )3 

+ ^ DMF,DIAE, TBTu 

Hf/ NH 2 



N^4~ltethoxyPhenytA2oFomyyi)-L-PhenyiAlanine Argininemethylesternydrochloride 
(couieur orange) _. , 



45 



43 



10 



H 3 C 



\ 





NH II c 

0 A 



(CH 2 ) 3 
NH 

£ 



HN NH 2 



N-(4-MethoxyPhenylA2oFonriyf)-l-PhenytAi8ny(Aty 
(couieur orange) 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



8 eme etape : Saponification 



h 3 c 




"^CH^ N OMe,HCI 



1 ) Saponification 
MeOH / Eau (2/3 ; 1/3) 

t>. 

2) Neutralisation HCI 1N 



H 3 C / | X CH 3 
CH 3 



N-{4-Meth oxyPhenytAzoFormy})-L-PhenylAlanyiLysine(Boc)Me thyiester 
(couieur orange) 



H3C 




V.A 



N NH 




45 



N^4-MethoxyPheny1AzoFormyi)^'PhenylAlanineLy^ne(8oc) 



44 



10 



15 



20 



25 



30 



Ce compose particulier necessite une etape supplemental pour deproteger la 
chame laterale de la lysine (s-Boc :N-s-tertiobutoxycarbonyl). 



H 3 C. 




TFA / CH 2 CI 2 



H 3 C / ' | ^CH 3 
CH 3 

N-(4-Me(hoxyPhenyiAzoFormyt)-L-PhenylAJanylLysine(Bac) 
(couleur orange) 



H 3 C. 





o 

I! 
c 



N NH If X CH^ OH 
I 

(CH 2 ) 4 
NH 2 



K(4-MethoxyPhenylAzoFomyl)-L-PhenyfAlanmeLysine 



Mode operatoire _ : Reprendre 1 eq de N-(4-MethoxyPhenylAzoformyl)-L- 
35 Phenylalanyl-L-Lysine(8-Boc) dans du dichloromethane (3mL/mmoL)dans un 
ballon. Placer sous agitation. Connecter une ampoule a brome contenant de I'acide 
trifluoroacetique (3mL/mmoL).Additionner lentement (goutte a goutte).Apres 15 
min, concentrer le milieu reactionnel et le purifier par chromatographie liquide 
haute performance. On obtient en finale une poudre orangee. 



40 



F/ Synthese du 3-chloro-p-tolvtazofo r mvlphenvlalanvlarainme (Compose 6) : 
1 ere etape : Reactif de Grianard 



45 



Schema reactionnel 



5 







CI 


H 3C / ^^Br + Mg ttoumum) 


THF anhydre 


H 3 C_^ y^MgBr 




CTC; N 2 




3-chlo{Xh4-brt>moiolu&ne Magnesium 




R&actif de Grignard 



15 



2 eme etape : Couplage avec le di-t-butylazodicarboxylate 



Schema reactionnel 



ci o o . ci | \/_ 



R6actifde Grignard 



dht-butyi azodtcarboxylate 



N f N'^i$^t-butoxycarbonyll)-3^cht<xx>^4oty)hydraM e 



25 



3* me etape : Peprotection 

30 Schema reactionnel 



1) HCI dans le dioxane (4.8M) ; Isopropanol 



2) NaOH 1N (pH=7) 



N,N'^is-(t-butoxycart>onyfQ-3-(chlorx>-^t&^ 



3H 




NH— NH 2 



5-c hforo-p- toiyibydmzine 



40 4 eme etape : Couplage avec le diphenvlcarbonate 

Schema reactionnel 



45 




3-cfttcro-p- toiylhydra rine 



diprtenylcartona fe 



46 



Reflux benzene a 120 "C 
Crisialiisation hexane/benzene 



^^-^ NH 



3-chtoro-p-tolylhytirazotormate 



5 eme etape : Coupiaqe avec ia phenylalanine 
10 Schema reactionnel 



15 



20 



25 



o 

CK v. NH A 




3-chtoro-p-totyihydrazoformate Set de triethylammonium de fa Phenyiaianine 



O 




Reflux DMF g 95 °C Ck /v NK A 

N-(3^!orchp4oty1!HydrazoFormyt)-L-Pheny1Atanme 



30 6 eme etape : Oxydation ; Passage de la forme "hydrazo" a la forme "azo r 

Schema reactionnel 



H 3 « 




NH N 




1) Eau ; NaOHaq 10 % 

2) CH 3 COONaq10% 

3) Metapenodate de sodium 




N-(3^hloro-p-to!yfHydra2oFomiy!)-L-PhenylAJanine 



N-(3-chloro~i>to}ylAzoFormyl)-L'PhenylA!anine 



7 eme etape : Coupiaqe avec I'Arqinine 
45 Schema reactionnel 



47 



10 



o 




2 H N — CH — C 



I \)Me,HCI 
CH 2 h 



(CH 2 h 
NH 



DMF.DIAE, TBTu 



NH 2 



N-(3-chforo-f>^ofytAzoFormyi)-L'PhenylAJanine Argininemethyfesternydrochloride 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 




❖ N 
HN NH 2 

N-(3^Ioro-pJolyiAzoFormy1)-L-PhenyJA!anytArginin^ 
(coufeur orange) 



8 eme etape : Saponification 
Schema reactionnel 




1) Saponification 
MeOH / Eau (2/3 ; 1/3 ) 

2) Neutralisation HO 1N 



HN NH 2 



H-&chforv-p-toiylAzoFormyt)-L-F*enyiAfanyt^ 

(coufeur orange) 




OH 



H-(3^hlom-p-tofyfAzoFormyf)-L-Pheny1AIanytArgi 



48 



G/ Svnthese du 3-chloro-p-tolvlazoformvlphenvlalanylarqinine (Compose 7) 



1 6re etape : Reactif de Griqnard 

Schema reactionnel 



10 



4-bromo(lriflooromethoxy)phenyimagnesium Magn6sium 



Riadifde Grignart 



15 2* me etape : Couplaae avec le di-t-butylazodicarboxylate 



Schema reactionnel 



20 



25 



30 



F O O , 



R4actif de Ghgnard 



di-t-butyf azodicarboxytate 



THF anhydre 
O'C ; N 2 



f— \ NH 0 



F C— C- 

N,N'-bis-(t^tAoxycarbonyli)^(trWuoromethoxy)phen^ 



35 



3 eme etape : Deprotection 



Schema reactionnel 



o 

I 

v NH O 

F C—O-f V^ o J^ 



1) HCt dans le dioxane (4.8M) ; Isopropanol 
2}NaOH 1N (pH=7) 



F C~ 




/ V 



NH — NH 2 



F O" 
N, N '-bis-(t-b utoxyc3rt>onytl)-4~{trifluorometh oxy)phenyIhydrazjne 



4-(trtfiuoromethoxy)pheny}hydr3zine 



49 



4 eme etape : Couplaqe avec le diphenylcarbonate 

Schema reactionnel 



10 



F 

F — C- 

i 

F 



4-(trifiuoromethoxy)phenyihyxira2me 



dipftenyicarbona te 



15 



20 



Reflux benzene & 120 *C 
Crystallisation hexane/benz&ne F 



v° 



V 



4- (trfliuoromethaxy)phenylhydrazo formate 



5 eme etape : Couplaqe avec la phenylalanine 

Schema reactionnel 



25 



30 



35 



F \ 




la 



Reflux DMF & 95 *C 



HMuofomethoxyWenylhydrazofdrmate S el <fe tnefr/yJsmmon/um « ta Phenylalanine 




50 

6 eme etape : Oxydation ; Passage de la forme "hydrazo" a la forme "azo" 

Schema reactionnel 




1) Eau ; NaOhU, 10 % 

2) CHaCOONaqlO* 

3) Metaperiodate de sodium 



N-(4- (trifluorometh oxyJphenylHydrazoFormyi) -L-PhenyiAJanine 




N^4~(triftuoromethoxy)phenyiAzoFo{myfhL-PhenyiAia 



7 eme etape : Couplage avec TArqinine 

30 

Schema reactionnel 




N^4-(tn'nuoromethoxy)pheny1AzoForwyf)-L-Pheny(AIanine Argininerrwfoytesterhydrochloride 



51 




N^4~(trifhJOromethoxy)phenytAzoFan7iy1)±-Phen^ 



8 eme etape : Saponification 
Schema reactionnel 



1} Saponification 

MeOH / Eau (2/3 ; 1/3) 

— , — , $>► 

2) Neutralisation HQ 1N 



N^4-(trffiuoromethoxy)phenylAzoFQrmytyL-PhenylAlanylA^ 
' (couieur orange) 




N-(4-(Mfluommethoxy)phenytAzoFormyO-L-Pheny1Alany^ 
(couieur orange) 




's \ 
HN NH 2 



EXEMPLE N° 2 : 



52 



Exemple de protocoie de dosage de I'activite du TAF1 selon la methode de 
Tinvention . 

L'echantiilon de plasma teste est divise en deux aliquotes, Tun etant additionne de 
PCI (Caibiochem - Ret 217359), I'autre de tampon hepes. 

Les deux aliquotes sont ensuite traites de maniere identique selon le principe 
suivant : 

150 pi de plasma dilue au 1/20 en tampon hepes (ou TAFI purifie a 13 pg/ml en 

tampon hepes. 
10 pi PCI ou H20 
5 minutes a temperature ambiante 
150 pi tampon activateur de la coagulation 
10 minutes a temperature ambiante 
100 pi PPACK + 100 pi MxPAFFR (5 mM) 
30 minutes a temperature ambiante 
100 pi HCI 1M + 100 pi NaOH 1M 
Dilution au 1/3 en tampon hepes 
Lecture de la DO a 382 nm 
25 pi Carboxypeptidase A 
Lecture de la DO a 382 nm sur 1 minute 

Autres variantes possibles : 

- on peut effectuer le dosage a une temperature de 37° C 

- le MxPAFFR peut etre incorpore des le depart, en meme temps que le tampon 
activateur 

- la lecture peut etre faite par HPLC 



53 



Concentrations preferees des differentes produits : 

- PPACK : H-D-Phe-Pro-Arg-chloromethylketone PM = 451 150 pM (Bachem - 
Ref. N. 1065). 

- Pefabloc : il peut etre utilise a la place du PPACK : 0.1 mM (Pentapharm - Ref. 
399.01). 

- MxPAFFR : 5 mM 

- Carboxypeptidase A : origine pancreas bovin (Sigma - Ref. C 0386). 
Flacon de 5.1 ml a 5000 unites, 21 mg prot/ml, 47 unites/mg proteine 

La CPA a ete filtree avec prefiltre, filtre 5 (jm et filtre 0.45 pm, pour cela on a 
ajoute ml H20. 

- PCI : utilise a 0,38 mM 

1 mg de PCI peut inhiber environ 8 mg de TAFI (50 U/mg) a 50 % selon 
indications du fournisseur (Calbiochem). 

Tampon activateur : 

• La voie d'activation preferee de la coagulation dans le cadre de la presente 
invention est la voie d'activation par le complexe thrombine/thrombomoduline. 
Dans ce cas, le tampon activateur utilise comprend les constituants suivants : 

37 ul thrombomoduline de 0 a 80 nm et preferentiellement a 10 nm (Rabbit lung 
thrombomodulin - American Diagnostica - Ref. 237). 

6 pi thrombine de 0,2 a 10 NIH/ml et preferentiellement a 0,8 NIH/ml 
(Diagnostica Stago - Produit de recherche). 

750 pi chlorure de calcium de 0 a 80 nm et preferentiellement a 40 nM 
705 pi tampon hepes 9.4 mM pH = 7.6 



Les concentrations sont donnees pour un volume final de 1498 pi de tampon 
activateur. 



# 

54 

N.B. : Le tampon hepes contient : Hepes 20 mM, KCI 4 mM et BSA 1% d'autres 
essais ont ete realises avec Hepes 20 mM et NaCI 150 mM. 

o Comme cela I'a ete indique dans la description, d'autres voies d'activation sont 
5 possibles dont notamment la voie d'activation par le facteur Xla. 

Dans ce cas un exemple de tampon activateur contient les constituants 
suivants : 

5 pi thrombomoduline a 30 U/ml 
10 30 pi Facteur Xla pur (Calbiochem - Ref. 233483). 

88 pi tampon hepes pH = 7.4 (Hepes 20 mM et NaCI 150 mM). 

Les concentrations etant donnees a titre d'exemple et peuvent etre reajustees par 
I'homme du metier. 

15 

Exemple n° 3 : 

Etablissement d'une aamme d'etalonnaqe . 

20 La figure 3 ci-apres represents une courbe d'etalonnage etablie a partir d'un 
plasma deficient en TAFI surcharge avec du TAFI purifie pour obtenir une gamme 
de concentration en TAFI allant de 0 a 26 ug/ml. 

Le compose de formule I utilise est le MxPAAFR a une concentration de 5 mM. 
Les A DO mesures selon la methode de I'invention sont reportes dans le tableau 
25 III suivant : 



TABLEAU III : 



Concentration en TAFIa (pg/ml) 


0 


1.63 


3.25 


6.5 


13 


26 


A DO rnesure 


0.168 


0.217 


0.273 


0.399 


0.624 


0.995 
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Comme cela apparait sur la figure 3, la courbe d'etalonnage est lineaire pour les 
gammes de concentrations etudiee. Celle-ci couvre largement ia zone de 
normalite, le TAFI etant present dans I'organisme a des concentrations allant de 5 
a 15 pg/ml. 

La methode de ('invention permet done de desceller aussi bien des deficits en 
TAFI que des taux anormalement eleves. 

Exemple n° 4 : 

Resultats obtenus sur differents types de plasmas . 

La methode de invention a ete appliquee sur differents types de plasmas selon le 
protocole decrit dans I'exemple n° 2. 

Plasmas frais, plasmas congeles : 

On peut effectuer le dosage sur plasma frais ou plasmas congeles mais on 
observe une diminution de DO entre les deux. Celle-ci resulte d'une legere 
degradation du TAFI lors de la decongelation (la proteine se degrade). y 



Plasma congele, plasma lyophilise : 

Sur un plasma lyophilise, le dosage de TAFI est possible et similaire a un plasma 



Plasmas frais 
9.4 pg/ml 
1 1 .2 pg/ml 
10.7 pg/ml 



Plasmas congeles 



6.0 pg/ml 

6.5 pg/ml 

5.6 pg/ml 



congele. 



Plasma congele 



Plasma lyophilise 



A DO : 



0.302 



0.354 
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Plasma d'origine diverse congeles : 

Thrombolytique 2.9 \jgfm\ 

5 CIVD 2.8 Mg/m! 

Cirhhose 1.4pg/ml 

Maternite 7.1 pg/ml 

Hyperfibrinogenemie 4.6 pg/ml 

HNF 6.1 pg/ml 

10 AVK 5.8 - 8.2 - 6.5 - 7.1 pg/ml 

Exemple n° 5 : 

Dosage realises avec differents substrats de ['invention . 

15 

La methode de ('invention a ete appliquee sur une solution contenant du TAFI 
purifiee, avec differents composes decrits dans I'Exemple n° 1. 

Le test est realise sur une solution a 6,5 [)g/vn\ de TAFI purifie dans du tampon 
20 hepes. Les resultats sont reportes sur le tableau IV ci-apres. 

TABLEAU IV : 



Composes 


Lecture 


DO de depart 


DO finale 


Delta DO 


2,3 DMPAFFR 5 mM 


350 nm 


0.318 


0.089 


0.229 


2,4 DMPAFFR 5 mM 


330 nm 


1.004 


0.087 


0.917 


2,5 DMPAFFR 5 mM 


320 nm 


0.973 


0.131 


0.842 


AAFFK 5 mM 


320 nm 


0.973 


0.131 


0.842 



(heparines non fractionnees) 
(anti-vitamine K). 
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EXEMPLE N° 6 : 
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Specificite du TAFIa pour les composes de formule (1) de ['invention : 

L'exemple ci-apres vise a demontrer la necessite d'utiliser la methode et les 
composes de formule (I) de ('invention pour doser specifiquement I'activite des 
CPN ou U, en particulier le TAFI, par rapport a d'autres carboxypeptidases 
basiques. 

1 . Le dosage est dans ce cas realise avec un substrat de ia famille de composes 
decrites par Mock dans (14). Ce substrat est constitue d'un seul acide amine 
porteur du radical chromophore anizylazoformyl (portion CH 3 OC 6 H 4 -N = N-CO- 
). L'acide amine choisi est I'arginine, un acide amine basique normalement 
hydrolyse par les carboxypeptidases B (1). 

Ce substrat est denomme ci-apres AAFR (AnizylAzoFormyArginine) ou MxAFR 
(4-MethoxyphenylAzoformylarginine). 

Ce substrat (0,25 mM) est mis en presence soit d'un echantiilon de TAFI 
plasmatique, soit d'une solution de carboxy peptidase B pancreatique porcine 
(Sigma - Ref. C9584) a 5,2 mol/L 

La diminution de coloration de chacun des deux echantillons est suivie au 
spectrophotometre. Chacun des echantillons est traite selon le protocole 
suivant : 

a) echantiilon de depart : 

• TAFI plasmatique (present dans un pool normal de plasmas - dilue au 
1/20) ou 

oCarboxypeptidase B pancreatique porcine 5,2 mol/l (dans tampon hepes) 

b) activation avec compiexe thrombine-thrombomoduline-CaCI2 (voir exemple 
2) pour Techantillon de TAFI plasmatique. 
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c) addition de AAFR a 5 mM. 

d) lecture DO a 382 nm. 
Resultats : 



a 382 nm 


DO de depart 


DO finale 


Delta DO 


CPB porcine 


1.054 


0.445 


0.608 


TAFIa du plasma 


1.730 


1.681 


0.049 



Conclusion : 

Le TAFI activte n'hydrolyse pas le AAFR contrairement a la CPB pancreatique. 

2. La methode de I'invention est ensuite appliquee sur une solution de TAFI 
purifiee, soit avec un substrat de formule (I) (MxPAFFK), soit avec le MxAFR 
pour verifier que le TAFIa hydrolyse neanmoins un compose de formule (I). 
L'activation de la coagulation est declenchee par le complexe thrombine- 
thrombomoduline-CaCI2 (voir protocole exemple 2). 

La diminution de coloration de chacun des deux echantillons est suivie au 
spectrophotometre. 

a) echantillons de depart : solution de TAFI purifie a18 ug/ml (dilue dans 
tampon hepes). 

b) activation de la coagulation. 

c) addition de MxAFR 27 mM ou MxPAFFK (temoin) concentration du MxAFFK. 

d) addition de CPA dans I'echantillon contenant le MxPAFFK. 

e) lecture DO a 382 nm. 
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Resultats : 





DO de depart 


DO finale 


Delta DO 


TAFIa + MxAFR 


1.356 


1.300 


0.056 


TAFIa + MxPAFFK 


1.397 


0.849 


0.548 



Conclusion : 

Le TAFI active n'hydrolyse pas le MxAFR alors qu'il est actif sur le MxPAFFK. 
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REVEND1CATIONS 

1 . Compose de formule (I) suivante : 




O Ra 



5 dans laqueiie : 




- R1 , R2 = H, -CH 3 , -CH(CH 3 ) 2 , -OCH 3 , -CI, -CF 3 , -OCF 3l -SCH 3 

- R 3 = un radical d'acide amine hydrolysable par une carboxypeptidase A. 

10 - R 4 = un radical d'acide amine basique. 

2. Compose selon la revendication 1 de formule (I) suivante : 

O R 3 O 

O R4 

dans laqueiie : 
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- R1 , R2 = H, -CH 3 , -CH(CH 3 ) 2 , -OCH 3 , -CI, -CF 3l -OCF 3 , -SCH 3 

- R 3 = un radical d'acide amine hydrophobe. 

- R 4 = un radical arginine ou lysine. 

3. Compose selon la revendication 1, caracterise en ce que R 3 est choisi 
parmi les radicaux decides amines suivants : 

- la phenylalanine, 

- ['alanine, 

- la valine, 

- la leucine, 

- Hsoleucine, 

- la phenylglycine. 

4. Compose selon la revendication 1, caracterise en ce que R 3 represente la 
phenylalanine. 

5. Compose selon la revendication 1, caracterise en ce que R 3 represente la 
phenylalanine et R4 I'arginine ou la lysine. 

6. Compose selon ia revendication 1, caracterise en ce que R, est choisi 
parmi : -H et - CH 3 , et, R 2 est choisi parmi CH 3 et 0-CH 3 . 

7. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en 
ce que A est 
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8. Compose selon la revendication 1 de formule (I), dans laquelle 




5 ledit compose etant choisi au sein du groupe constitue par les composes 

suivants dans lesquels : 



NH 

R 4 ^- (CH 2 ) 3 -NH-Cf 

X NH 2 



NH 

R 4 =-(CH 2 ) 3 -NH-Cf 

N NH 2 

NH 

R 4 =— (CH 2 ) 3 -NH-Cf 

N NH 2 

NH 

R 4 =— (CH 2 ) 3 -NH-Cf 

X NH 2 



R 4 =— (CH 2 ) 4 -NH 2 



NH 

R 4 =— (CH 2 ) 3 -NH-Cf 

X NH 2 
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Rt= — H 



R 2 = 



F 

I 

-O-C— F 
I 

F 



R 3 — CH 




R 4 =— (CH 2 ) 3 -NH-Cf 



NH 



* les chiffres entre parentheses determinant la position des groupements methyl 
sur le radical phenyl. 

5 9. Methode de dosage de I'activite d'une carboxypeptidase N ou une 

carboxypeptidase U dans un echantillon biologique, dans laquelle : 

- on met en contact ledit echantillon avec un compose de formule (I) selon la 
revendication 1, et une carboxypeptidase A, dans des conditions permettant 
rhydrolyse de I'echantillon et, 

10 - on mesure la diminution de coloration de I'echantillon contenant le substrat 

de formule (I) et la carboxypeptidase A, resultant de la double hydrolyse du 
substrat de formule (I) par la CPN ou la CPU de I'echantillon et par la CPA. 

10. Methode selon la revendication 9, caracterisee en ce que R 4 est un 
15 radical arginine ou lysine. 

11. Methode selon Tune des revendications 9 ou 10, caracterisee en ce que 
le substrat est un compose de formule (I) dans lequel R 3 est choisi parmi les 
radicaux d'acides amines suivants : 

20 - la phenylalanine, 

- I'alanine, 

- la valine, 

- la leucine, 

- Tisoleucine, 

25 - la phenylglycine. 
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12. Methode selon la revendication 9, caracterisee en ce que le substrat est 
un compose de formule (I) dans lequel R 3 represente la phenylalanine. 

13. Methode selon la revendication 9, caracterisee en ce que le substrat est 
5 un compose de formule (I) dans lequel R 3 represente la phenylalanine et R4 

Farginine ou la lysine. 

14. Methode selon Fune quelconque des revendications 9 a 13, caracterisee 
en ce que le substrat est un compose de formule (I) dans lequel Ri est choisi 

10 parmi -H et -CH 3 , et, R 2 est choisi parmi CH 3 et 0-CH 3 . 

15. Methode selon la revendication 9, caracterisee en ce que le substrat est 
un compose de formule (I) dans lequel : 




15 

16. Methode selon la revendication 9, caracterisee en ce que le substrat est 
un compose de formule (I) dans laquelle : 




20 

ledit compose etant choisi au sein du groupe constitue par les composes suivants, 
dans lesquels : 
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Ri=-CH 3(2) . R 2 =-CH 3(3) . R 3 ^-CH 



2-<^ y R 4 =- (CH 2 ) 3 - NH- Cf 



NH 

v 



Ri=-CH 3(2J . R 2 =-CH 3(4) , R 3 — CH2-A~\ R 4 =-(CH 2 ) 3 -NH-cf 
Ri=-CH 3(2) . R 2 =-CH 3(5r R 3 ^ C H 2 ^"j) R 4 =-(CH 2 ) 3 -NH-Cf 



Ri=-H R 2 =— 0-CH 3 R 3 ^CH2-/ \ R 4 =— (CH 2 ) 3 -NH-Cf 

Ri=— H R 2 =— O— CH 3 r 3 ^— CHg-^ \ R 4 =— (CH 2 ) 4 -NH 2 

R1=— CI R 2 =-CH 3 R 3 =— CHg-^ ^> R 4 =— (CH 2 ) 3 -NH-Cf 



NH 2 

NH 

NH 2 
NH 

NH 2 
NH 



NH ; 



NH 

NH 2 



F 



Ri=~H R 2- O C F R3= _ CH T -JT~\ R 4 =-(CH 2 ) 3 -NH-Cf NH 

F ^ W/ ~ X NH, 



* les chiffres entre parentheses determinant la position des groupements methyl 
sur le radical phenyl. 

5 17. Methode selon Tune quelconque des revendications 9 a 16, caracterisee 

en ce que la densite optique du melange est mesuree sans addition de CPA, puis 
apres addition de CPA. 

18. Methode selon I'une quelconque des revendications 9 a 17, caracterisee 
10 en ce que la diminution de coloration mesuree est comparee avec des valeurs 
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portees sur une courbe d'etalonnage obtenue a partir d'un echantillon deficient en 
la CPN oil CPU etudiee, surcharge avec cette enzyme purifiee. 



19. Methode selon Tune quelconque des revendications 9 a 18, caracterisee 
5 en ce que I'echantiilon est un echantillon sanguin. 

20. Methode selon la revendication 19, caracterisee en ce que I'echantiilon 
est du plasma. 

10 21. Methode selon Tune quelconque des revendications 9 a 20, caracterisee 

en ce que la CPA est de la CPA pancreatique. 

22. Methode selon Tune quelconque des revendications 9 a 21, caracterisee 
en ce que I'echantiilon a tester est mis en presence d'un tampon activateur le 

15 temps necessaire pour obtenir Pactivation de la carboxypeptidase N ou U dont on 
veut mesurer Pactivite, puis en presence d'un inhibiteur des serine proteases. 

23. Methode selon la revendication 22, caracterisee en ce que le substrat de 
formule (I) est ajoute en rneme temps que le tampon activateur, ou simultanement 

20 ou immediatement apres Pinhibiteur des serine proteases. 

24. Methode selon la revendication 22, caracterisee en ce que Pactivation 
est realisee par la voie du complexe thrombine/thrombomoduline. 



25 25. Methode pour doser Pactivite de la CPN ou la CPU constitutionnelle d'un 

echantillon et celle de la CPN ou la CPU activabie du meme echantillon, 
caracterisee en ce qu'on compare Pactivite d'hydrolyse de I'echantiilon sur un 
substrat de formule (I) apres mise en presence de I'echantiilon avec un tampon 
activateur le temps necessaire pour obtenir Pactivation de la carboxypeptidase N 

30 ou U dont on veut mesurer Pactivite, puis en presence d'un inhibiteur des serine 
proteases, Pactivite d'hydrolyse observee etant comparee avec Pactivite 
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d'hydrolyse de Pechantillon sur un substrat de formule (I) en I'absence de tampon 
activateur selon la revendication 9. 

26. Methode selon Tune quelconque des revendications 9 a 22, caracterisee 
5 en ce que la carboxypeptidase est une CPU. 

27. Methode selon la revendication 26, caracterisee en ce que la CPU est le 

TAFI. 

10 28. Methode selon Tune quelconque des revendications 22 a 27, 

caracterisee en ce que Pechantillon est traite en presence et en absence d'un 
inhibiteur specifique du TAFI. 

29. Methode selon Tune quelconque des revendications 22 a 28, 
15 caracterisee en ce que Pinhibiteur specifique du TAFI est le CPI. 

30. Methode de dosage du TAFI active dans un echantillon sanguin, 
comprenant les etapes suivantes : 

20 a) mise en presence d'un aliquote n° 1 de Pechantillon avec un inhibiteur 

specifique du TAFI, et traitement de celui-ci selon la methode de la revendication 

22, 

b) traitement d'un aliquote n° 2 de Pechantillon selon la methode de la 
revendication 22, en Pabsence d'inhibiteur specifique du TAFI, 
25 c) mesure du A DO entre Paliquote n° 1 et Paliquote n° 2, representatif de 

Pactivite du TAFI active dans Pechantillon. 

31. Methode selon la revendication 30 pour differencier Pactivite du TAFI 
constitutionnel et celle du TAFI activable du meme echantillon, caracterisee en ce 

30 que Pon mesure Pactivite d'hydrolyse d'un troisieme aliquote de Pechantillon sur un 
substrat de formule (I) en I'absence de tampon activateur. 
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32. Utilisation d'un compose de formule (I) selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 8 pour doser I'activite enzymatique d'une carboxypeptidase N 
ou U dans un echantillon. 

33. Utilisation selon la revendication 32 caracterisee en ce que la 
carboxypeptidase est le TAFL 

34. Kit pour doser I'activite d'une CPN ou une CPU dans un echantillon 
comprenant un substrat chromogene constitue par un compose selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 8. 

35. Kit pour doser I'activite du TAFI dans un echantillon biologique, 
comprenant 

- un activateur du TAFI, 

- de la carboxypeptidase A, 

- un substrat de formule (I), 

- un inhibiteur du TAFI, 

- un inhibiteur des serine proteases. 
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